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Materiel et Methode 

Thalassiosira pseudonana souche Actin a ete mise en culture dans des 
photobioreacteurs de 260 L fonctionnant selon un systeme semi-continu denomme 
procede a efficacite prolongee pour la production d'algues « PEPPA » developpee par 
riSMER pour optimiser le systeme de production semi-continu de microalgues en 
ameliorant significativement la productivite biologique et la longevite des cultures. 
Lorsque les cultures ont attaint la fin de la phase de croissance exponentielle, un volume 
correspondant a environ 30 a 40% par PEPPA (90 a 100 litres) a ete transfere dans des 
bassins de type kwalls (tubes de 200L) pour la mise en oeuvre du stress nutritionnel en 
silicate. A ce moment, le milieu nutritionnel F/2 (Guillard, 1975) non enrichi en silicate 
a ete ajoute. Le stress nutritionnel au silicate a ete effectue sur des cultures realisees a 
la station aquicole de I'lsmer a Pointe-au-Pere durant 10 jours afin d'evaluer 
I'enrichissement potentiel en acides gras polyinsatures. 

Suite a I'inoculation des photobioreacteurs, les cultures ont ete rigoureusement suivies 
chaque jour (mesure du pH, comptage cellulaire et evaluation de la taille au moyen du 
compteur de paiticules Beckman Z2 Counter Coulter, Fulleiton, CA, USA). Le plateau 
de croissance etait indique par une valeur de compte quasi-constante. A ce moment, un 
premier echantillon a ete preleve pour les analyses de lipides avant le transfert en 
kwalls. Par la suite, les echantillons ont ete preleves toutes les 24h durant la periode 
complete du stress en silicate. Aux mesures de pH et de comptage cellulaire, des 
echantillons pour I'estimation des poids sees et des analyses de lipides ont ete ajoutes. 
La mesure du poids sec des algues est mise en oeuvre par filtration d'un volume de 10 
ml de culture sur des filtres de type GF/C (0.45|Lim) d'un diametre de 2,5cm precuits au 
four a 450°C pendant 2 h et peses avant leur utilisation. Une fois 1' echantillon filtre, une 
solution de formiate d' ammonium a 3% a ete ajoutee pour dissoudre les sels et les filtres 
ont ete seches dans I'etuve a 70°C pendant 24 h puis dans un dessiccateur pendant 24 h 
et peses. 

Pa = Pf+a - Pf 
PS = Pa / (V*C) 

Pf : poids filtre sec (avant filtration) en g. 

Pa : poids algues seche en g. 

Pf+a : poids filtres + algues (apres sechage) en g. 

V : volume filtre en ml. 

C : concentration cellulaire en 10^ cellules/ml. 
PS : poids sec en g/10^ cellules 

Les echantillons pour les analyses de lipides ont ete filtres de la meme maniere que pour 
les poids sees mais sans ringage au formiate d' ammonium, puis les filtres sont 
immerges dans des vials contenant 2 mL de melange chloroforme-methanol 2:1 (YfV), 
Ensuite, les vials ont ete passes sous un courant d' azote pour preserver les echantillons 
de I'oxydation, avant d'etre congeles a -80°C jusqu'a I'analyse chimique. 
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La fraction lipidique des echantillons de microalgues a ete extraite par la methode de 
Folch et al. (1957). Les grandes classes de lipides ont ete analysees par latroscan 
MK6™ (latron Technologies, Tokyo, Japon) equipe d'un detecteur a ionisation de 
flamme et couple avec un chromatographe a couche mince. Les chromatogrammes ont 
ete integres et analyses au moyen du logiciel d' integration Peak Simple version 3.2, SRI 
Inc. Les acides gras ont ete analyses avec un chromatographe en phase gazeuse de 
marque Trace GC (Thermo, USA) equipe avec une colonne capillaire VB-5® (30 m x 
0,25 mm i. d; ValcoBond®, USA) avec I'helium de haute purete comme gaz porteur. II a 
ete couple avec un spectrometre de masse Polaris Q (Thermo, USA). La detection et la 
quantification des FAME ont ete realisees en appliquant le mode en balayage des ions 
positifs du spectrometre de masse avec un intervalle de masse de 60 a 650 uma. Une 
calibration exteme a ete utilisee avec cinq points de calibrage de 6,25 ^ig ml"^ a 100 |ag 
ml' , a paitir des dilutions appropriees du standard FAME dans un melange 
hexaneidichloromethane. Le controle de I'appareil, 1' acquisition et le traitement des 
donnees ont ete realisees avec le logiciel Xcalibur® (revision 1.3) de Thermo (USA). 

Les donnees ont ete traitees par analyse de variance multiple (MANOVA) en utilisant le 
logiciel de statistique SPSS 15.0 pour Windows afin de determiner les differences entre 
les classes de lipides (TAG, AMPL, PL) mais aussi entre les differents acides gras 
(EPA, DHA, AA) et groupes d' acides gras (Satures, MUFA, PUFA). Le test de Tukey a 
ete utilise pour determiner le cas echeant, les differences significatives specifiques. Les 
variables dependantes etaient les grandes classes de lipides ou les differents acides gras 
et le facteur etait le temps de stress. 

Resultats 

L' evolution des grandes classes de lipides de Thalassiosira pseudonana a demontre que 
le temps du stress en silicate n'a pas resulte en une augmentation significative de la 
teneur triglycerides ou triacylglycerols (TAG; Figure 1). 




Figure 1 : Evolution des grandes classes de lipides exprimees en % ± ecarts-types 
de Thalassiosira pseudonana lors du stress nutritionnel 



2 



Les resultats des profils en acides gras sont presentes en pourcentage moyen des 
principaux acides gras avec leurs ecarts-tj^es au debut et a la fin du stress nutritionnel 

en silicates pour Thalassiosira pseudonana (Tableau 1). Aucune variation impoitante ne 
fut observee. 

Tableau 1 : Pourcentages moyens d' acides gras ± ecarts-types pour Chaetoceros gracilis et Thalassiosira 
pseudonana avant et apres le stress. 



Thalassiosira pseudonana 



acides gras 


Jour 0 


Jour 9 


C12:0 


0,61 ± 0,03 


1,02 ±0,14 


C14:0 


9,97 ± 1,95 


10,94 ±3,63 


C15:0 


1,1 ±0,14 


1,3 ±0,15 


C16:0 


20,54 ± 1 ,38 


15,48 ±3,11 


C17:0 


0,49 ± 0,03 


0,76 ± 0,1 


C18:0 


1 ,26 ± 0,26 


2.13 ± 0.44 


C20:0 


0,65 ± 0,04 


0,95 ±1,18 


C22:0 


0,85 ± 0,09 


1,17 ± 0,23 


C24:0 


1 ,06 ± 0,32 


1 ,5 ± 0,24 


Z satures 


36,5 


35,3 


C16:1n-7 


32,52 ±10,03 


21,96 ±5,27 


C18:1n-9 


3,07 ± 0,21 


6,04 ± 0,31 


C20:1 


0,55 ± 0,04 


0,83 ±0,1 6 


C22:1n-9 


0,5 ±0,1 


0,71± 0,12 


I MUFA 


36,6 


29,5 


C18:2n-6 


1 ,09 ± 0,02 


1,47±0,1 


C20:2 


0,63 ± 0,03 


0,92 ± 0,19 


C18:3n-6 


0,54 ± 0,01 


3,45 ± 0,55 


C20:3n-3 


0,55 ± 0,03 


0,81 ±0,16 


C20:3n-6 




0,56 ±0,11 


C20:4n-6 (AA) 


0,75 ± 0,09 


1,07± 0,06 


C20:5n-3 (EPA) 


15,77±2,55 


16,6 ±8,67 


C22:6n-3 (DHA) 


5,72 ± 1 ,98 


7,33 ± 3,87 


I PUFA 


25,1 


32,2 


Total 


98,2 


97 



Comme pour les grandes classes de lipides, la duree du stress nutritionnel en silicate 
n'a pas eu d'effet sur les valeurs d' acides gras pour Thalassiosira pseudonana 
(p > 0,05 ; df = 16). Les figures 2 et 3 montrent le profil constant des acides gras 
principaux (EPA et DHA) et des groupes d' acides gras satures, monoinsatures et 
polyinsatures. 
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Figure 2 : Evolution des principaux acides gras essentiels exprimes en % ± ecarts-types de Thalassiosira 

pseudonana lors du stress nutritionnel 
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Figure 3 : Evolution des acides gras satures, monoinsatures et polyinsatures 
exprimes en % ± ecarts-types de Thalassiosira pseudonana lors du stress nutritionnel 



Discussion 

Cette etude a ete realisee sur une diatomee centrale Thalassiosira pseudonana 
caracterisees par la presence d'un frustule en silice jouant un role primordial dans la 
division cellulaire. Dans la nature, cette carapace siliceuse est synthetisee par I'algue a 
partir de la silice naturelle. En conditions de culture, la silice doit etre apportee par le 
milieu nutritionnel pour pemiettre a I'algue unicellulaire de se reproduire. Ainsi le 
principe de ce stress nutritionnel est base sur le retrait d'un element ayant une fonction 
vitale pour le developpement du phytoplancton. Le but etant d'allouer au 
developpement cellulaire du vegetal, les reserves energetiques emmagasinees pour la 
reproduction. Nous avons deja demontre qu'un stress en silicate permettait d'accroitre 
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significativement la teneur en acides gras polyinsatures chez la diatomee centrale 
Chaetoceros gracilis et la diatomee en batonnet Skeleonema costatum. Les diatomees 
reagissent plus rapidement a une deficience en silicate qu'a un autre nutriment du fait 
qu'elles ne peuvent pas fomier de cellules filles sans apport de silicates. En effet, les 
silicates sont apportes sous forme de metasilicate qui est hydrolyse en acide 
orthosilicique Si(OH)4, et sont deposes sur le frustule de la diatomee sous forme de 
silice amorphe hydratee. Si les diatomees ne sont pas capables de former un frustule, 
elles accumulent des lipides sous forme de triglycerides ou triacylglycerols (TAG) qui 
constituent a ce titre, un important signal biochimique de I'occurrence d'un stress 
naturel ou artificiel. Dans cette etude, la diatomee testee (Thalassiosira pseudonana 
souche Actin) n'a pas reagi a la deficience nutritionnelle en silicates. Par exemple, la 
composition moyenne des acides gras durant le stress nutritionnel montre des 
pourcentages moyens en EPA de 15,8% au debut et de 16,6% a la fin du stress. Les 
valeurs obtenues en acide gras sont typiques de celles observees dans la litterature pour 
cette espece. Par exemple, nos valeurs en EPA et en DHA sont respectivement de 
15,8% et 5,7%, ce qui est assez proches de celles de Zhukova (2004) avec des valeurs 
de 19,3% pour I'EPA et 2,2% pour le DHA. 

Zhukova N.V., 2004. Changes in the lipid composition of Thalassiosira pseudonana 
during its life cycle. Russian Journal of Plant Physiology 51, 5, 102-101 . 
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